Reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän käyttöönotto ja validointi enterovirus A71:n tunnistamiseksi by Ruuska, Janika
  
Janika Ruuska 
Reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän käyttöön-
otto ja validointi enterovirus A71:n tunnista-
miseksi 
Metropolia Ammattikorkeakoulu 
Insinööri (AMK) 
Bio- ja elintarviketekniikka 
Insinöörityö 
11.5.2017 
 Tiivistelmä 
  
Tekijä(t) 
Otsikko 
 
Sivumäärä 
Aika 
Janika Ruuska 
Reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän käyttöönotto ja vali-
dointi enterovirus A71:n tunnistamiseksi 
36 sivua + 7 liitettä 
11.5.2017 
Tutkinto Insinööri (AMK) 
Tutkinto-ohjelma Bio- ja elintarviketekniikka 
Ohjaaja(t) 
 
Johtava asiantuntija Carita Savolainen-Kopra 
Erikoistutkija, FT Soile Blomqvist 
Lehtori Tiina Soininen 
Vuosina 2011 ja 2012 Kiinassa raportoitiin noin 4 miljoonaa enterorokkoon sairastunutta, 
joista reilu tuhat johti kuolemaan. Enterorokon tavallisimpia aiheuttajia ovat coxackievirus 
A16 ja enterovirus A71. Näistä kahdesta enterovirus A71-infektiot saattavat aiheuttaa vai-
keitakin neurologisia sairauksia, joita ei tavallisesti aiheudu coxackievirus A16-infektioista. 
Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksessa enterovirus A71:n osoitus on tehty virusviljelyn avulla 
ja kasvatettu virus on tyypitetty sekvensoimalla. Tämä on vienyt kuitenkin aikaa helposti jopa 
kuukauden verran. Viime vuosina on tehty useita julkaisuja enterovirus A71:n tunnistami-
sesta reaaliaikaisella RT-PCR-menetelmällä, jolla voidaan nopeuttaa tulosten saamista. 
 
Insinöörityön tarkoituksena oli reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän validointi ja käyttöönotto 
enterovirus A71:n tunnistamiseksi Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksessa. Validoinnissa 
käytettiin julkaisun A One-Step, Triplex, Real-Time RT-PCR Assay for the Simultaneous 
Detection of Enterovirus 71, Coxsackie A16 and Pan-Enterovirus in a Single Tube enterovi-
rus A71:llä käytettyjä alukkeita ja koetinta. Validoinnissa määritettiin kvalitatiivisia paramet-
reja käyttämällä kolmeakymmentä potilasnäytettä. 
 
Menetelmä noudatti Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Virusinfektiot-yksikössä käytössä 
olevaa enterovirusten reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän protokollaa. Validoitu mene-
telmä poikkeaa aiemmasta menetelmästä PCR-oligonuokleotidien suhteen, jotka ovat spe-
sifisiä juuri enterovirus A71:lle. Validoinnissa enterovirus A71:n RNA-genomi käännettiin 
komplementaariseksi DNA:ksi ja tämän jälkeen käännettyä komplementaarista DNA:ta 
monistettiin polymeraasiketjureaktiossa. Työssä käytettiin spesifistä koetinta, joka oli lei-
mattu fluoresoivalla FAM-leimalla.  
 
Työn tulokset osoittivat, että reaaliaikainen RT-PCR-menetelmä sopii enterovirus A71:n 
osoittamiseen suoraan potilasnäytteestä ja vie aikaa vain muutamia tunteja. Käytetty me-
netelmä oli spesifinen juuri enterovirus A71:lle, ja se reagoi herkästi muutoksiin viruspitoi-
suuksissa. Tuloksia voidaan pitää luotettavina, sillä validoitu menetelmä tunnisti riittävällä 
tarkkuudella positiiviset ja negatiiviset näytteet odotusten mukaisiksi. Validoitu menetelmä 
hyväksyttiin työn tulosten perusteella potilasnäytteiden tutkimiseen Terveyden ja hyvin-
voinnin laitoksessa.  
 
Avainsanat Enterovirus, EV-A71, reaaliaikainen-RT-PCR 
 Abstract 
  
Author(s) 
Title 
 
Number of Pages 
Date 
Janika Ruuska 
Validation and introduction of real-time RT-PCR method to iden-
tify enterovirus A71 
36 pages + 7 appendices  
11 May 2017 
Degree Bachelor of Engineering 
Degree Programme Biotechnology and Food Engineering 
Instructor(s) 
 
Carita Savolainen-Kopra, Leading Specialist 
Soile Blomqvist, Senior Researcher 
Tiina Soininen, Senior Lecturer 
In 2011 and 2012 about 4 million hand, foot and mouth disease infections were reported in 
China. Over a thousand of those cases led to the death. Coxackievirus A16 and enterovirus 
A71 are the most common causes of HFMD, but usually enterovirus A71 is the one which 
can cause difficult neurological diseases. In National Institute for Health and Welfare detec-
tion of enterovirus A71 is usually made by growing the viruses and after that typing those by 
sequencing. It can take time, easily up to one month. Recent publications have shown re-
sults of using real-time RT-PCR method to identify enterovirus A71 faster.  
 
The purpose of thesis was to validate and introduce a real-time RT-PCR method to identify 
EV-A71. In validation the same primers and probe for enterovirus A71 were used as in the 
publication ’’A One-Step, Triplex, Real-Time RT-PCR Assay for the Simultaneous Detection 
of Enterovirus 71, Coxsackie A16 and Pan-Enterovirus in a Single Tube’’. In validation thirty 
patient samples were used to determine qualitative parameters. 
 
The method followed the protocol of the real-time RT-PCR method for enteroviruses which 
is in use in THL Virus infections unit. In the validated method, enterovirus A71 specific PCR-
oligonucleotides were used, which differs from the previous method. Enterovirus A71 RNA-
genome was translated to complementary DNA, and after translating, it was amplified in the 
polymerase chain reaction. In this validation, a specific probe which was labeled with a flu-
orescent FAM-label was used. 
 
The results of the validation show that real-time RT-PCR method is suitable for identifying 
enterovirus A71 directly from the patient’s sample and, it takes only few hours to get the 
results. The method used was specific for enterovirus A71 and responds sensitively to 
changes in viral concentrations. The results can be considered reliable because the vali-
dated method identified positive and negative samples with sufficient precision. The vali-
dated method was approved and is used for examining patient samples in THL. 
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Lyhenteet 
cDNA Complementary DNA. Komplementaarinen DNA. 
Ct-arvo Cycle threshold. Kohta, jossa näytteen fluoresenssikäyrä leikkaa 
threshold-viivan. 
DNA Deoksiribonukleiinihappo. 
EV Enterovirus. 
FAM Fluoreseiini amidiitti, PCR –menetelmässä käytetty koettimen leima, jonka 
fluorensenssia mitataan. 
HFMD Hand-foot-and-mouth disease. Enterorokko. 
HLA Human leucocyte antigen. Proteiini, joka toimii ihmisen elimistössä immu-
nologisessa puolustuksessa 
LATU Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen laboratorion tukiyksikkö. 
PBS-liuos Phosphate-buffered saline. Fosfaattipuskuroitu suolaliuos. 
RNA Ribonukleiinihappo. 
RT Room temperature. Huoneenlämpö. 
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction. Käänteiskopiointipolyme-
raasiketjureaktio. 
THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. 
Threshold Kynnysarvo. Vaakaviiva, josta luetaan näytteen Ct-arvo, eli kohta jossa 
fluoresenssikäyrä leikkaa thresholdin. 
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1 Johdanto 
Vuosina 2011 ja 2012 Kiinassa raportoitiin noin 4 miljoonaa enterorokkoon sairastunutta, 
joista reilu tuhat johti kuolemaan. Erityisesti coxackievirus A16 ja enterovirus A71 aiheut-
tavat ihmisillä enterorokkoa (HFMD). Enterovirus A71 -infektiot saattavat aiheuttaa vai-
keitakin neurologisia sairauksia, kuten aseptista meningiittiä sekä aivorungon ja pikku-
aivojen aivotulehdusta. Näitä taudinkuvia puolestaan ei yleensä esiinny CA16-viruksen 
aiheuttamissa infektioissa. [1.]  
Enterovirus A71 osoitetaan perinteisesti potilailta otetuista näytteistä virusviljelyn avulla. 
Näytteinä toimivat parhaiten potilaalta otettu ulostenäyte, rakkulanäyte tai nielunäyte. 
Näytteestä eristetään virusta, joka tyypitetään neutralisaatiotestin avulla tai sekvensoin-
nilla. Virusviljelyn ja isolaatin tyypitykseen aikaa voi kulua reilu kolme viikkoa. [2.] Viime 
vuosina on tehty useita julkaisuja reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän käytöstä entero-
virus A71:n tunnistamisessa. Menetelmä soveltuu enterovirus A71:n osoittamiseen spe-
sifisesti suoraan potilasnäytteestä. Tulos enterovirus A71 -positiivisuudesta tai -negatii-
visuudesta saadaan menetelmän avulla noin neljässä tunnissa. [2; 3.] 
Työn tavoitteena oli enterovirus A71:n tunnistusmenetelmän validointi, jossa tunnistus-
menetelmänä käytettiin reaaliaikaista RT-PCR-menetelmää. Työ suoritettiin Terveyden 
ja hyvinvoinnin laitoksen Virusinfektiot-yksikössä. Validoinnissa käytettiin yhteensä 30 
potilasnäytettä ja menetelmä perustuu Zhangin ym. julkaisuun ’’ Real-Time RT-PCR As-
say for the Simultaneous Detection of Enterovirus 71, Coxsackie A16 and Pan-Entero-
virus in a Single Tube’’ [1]. 
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2 Kirjallisuuskatsaus 
2.1 Enterovirukset 
Enterovirukset kuuluvat pikornavirusten laajaan heimoon. Pikornavirukset koostuvat tällä 
hetkellä 54 lajista, jotka on ryhmitelty 31 sukuun [3]. Pikornavirukset ovat yksisäikeisiä, 
vaipattomia RNA-viruksia, jotka ovat läpimitaltaan 25–30 nm. Niiden genomi koostuu 
noin 7500 emäksestä, jota ympäröi 20-tahokkaan muotoinen kuori. Kuori muodostuu 60 
samanlaisesta osasta, joissa kussakin on yksi kappale neljää eri rakenneproteiinia. Ra-
kenneproteiineista VP1–VP3 sijaitsevat kuoren ulkopinnalla ja rakenneproteiini VP4 si-
jaitsee kuoren sisäpinnalla. [4; 5.] Kuvassa 1 on havainnollistettu viruksen kuoren raken-
netta. 
 
Kuva 1. Enteroviruksen yksinkertaistettu kuoren rakenne [5]. 
Enteroviruksen tarttuessa spesifiseen reseptoriin viruksen kapsidissa tapahtuu useita ra-
kenteellisia muutoksia. Virus vapauttaa sen oman RNA:n isäntäsolun sisälle päästyään 
sen sytoplasmaan. Viruksen RNA toimii suoraan lähetti-RNA:na, eli sen emäsjärjestys 
käännetään yhdeksi pitkäksi polypeptidiketjuksi ja viruksen entsyymit pilkkovat ketjun 11 
proteiiniksi. Tämän jälkeen RNA-polymeraasi monistaa virusgenomia rakkulamaisissa 
membraanirakenteissa. RNA-polymeraasi tekee 1–2 virhettä jokaista kopioitua genomia 
kohden, millä voidaan selittää viruksen nopea muuntautumiskyky. [5.] 
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Enteroviruksilta puuttuu lipidivaippa, joka tekee siitä vakaan ihmisen elimistössä. Se ky-
kenee sietämään ihmisen mahahapon vaikutusta, ja se voi selviytyä huoneenlämmössä 
useita päiviä. Enterovirukset kykenevät vastustamaan orgaanisia liuottimia, alkoholia ja 
pakastamista. Ne menevät kuitenkin inaktiiviseen tilaan lämpötilan noustessa yli 56 °C 
tai joutuessaan kosketuksiin kloorin, formaldehydin tai ultraviolettisäteilyn kanssa. [5.] 
Enterovirusten sukuun kuuluvat muun muassa coxackievirukset, poliovirukset ja ECHO-
virukset, yhteensä lajeja on 12. Kussakin viruslajissa on useita serotyyppejä. [6; 3.] Osa 
serotyypeistä aiheuttaa tauteja ihmisillä, mutta useimmiten enterovirusinfektiot ovat täy-
sin oireettomia tai oireet saattavat olla tavallisen flunssan kaltaisia. Tyypillisiä enterovi-
rusten tartuntareittejä ovat hengitysteiden eritteiden sekä ulosteen kautta käsiin leviämi-
nen, josta se edelleen leviää toisiin ihmisiin ja tätä kautta suuteitse elimistöön [6; 7]. 
Enterovirus on lasten ja aikuisten virusmeningiitin tyypillinen aiheuttaja. Virusmeningiitin 
oireisiin kuuluu kuumetta, päänsärkyä, mahdollista niskan jäykkyyttä sekä suun sisäisiä 
rakkuloita ja ihottumaoireita. Lisäksi potilaan selkäydinnestettä tutkittaessa sen lymfo-
syyttimäärä voi olla kohonnut. Sairastuneilla yleiskunto kuitenkin pysyy oireista huoli-
matta tavallisesti hyvänä. [6.] Joissakin harvemmissa tapauksissa enterovirusinfektiot 
voivat aiheuttaa muun muassa aivokalvontulehdusta, ihottumatauteja, sydänlihastuleh-
dusta tai enterorokkoa. [7.] Enterorokon tavanomaisia oireita ovat kuumeisuus ja rakku-
loiden esiintyminen suun ja nielun alueella sekä käsien ja jalkojen iholla.  
Suomessa enteroviruksia esiintyy runsaimmin loppukesän ja syksyn aikana. Enterovi-
rusten seurantaan ja potilaiden diagnosointia varten otetaan virusviljelynäytteitä, joko 
suoraan ihorakkulasta, nielusta tai ulostenäytteestä. Virusviljelyssä eristetään näytteestä 
virusta, jolle tehdään tyypitys sekvensoinnin avulla. Virusviljelyä nopeampi diagnosointi 
tapahtuu geenimonistustestin eli PCR:n avulla. [6.]  
2.2 Enterovirus A71  
Enterovirus A lajiin kuuluu 25 serotyyppiä. Enterovirus A71 on yksi näistä serotyypeistä, 
jonka kuoren rakenne on esitetty kuvassa 2 [3]. Enterovirus A71 on läheistä sukua po-
lioviruksille, ja niiden lisääntymissyklit ovatkin samankaltaisia [5]. EV-A71 jaetaan kuu-
teen genotyyppiin A:sta F:ään, jotka voidaan edelleen jakaa lukuisiin alatyyppeihin [8].  
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Genotyyppien alagenotyypeistä B4, B5 ja C4 esiintyvät pääsääntöisesti ympäri Aasiaa 
ja puolestaan alagenotyypit C1 ja C2 kiertävät yleensä Euroopassa. Kuitenkin alage-
notyyppiä B5 on tavattu myös Ranskassa ja Tanskassa sekä puolestaan C2 on C4 ala-
genotyypin lisäksi aiheuttanut laajoja epidemioita Aasiassa ja Tyynenmeren alueella. [9.] 
 
Kuva 2. Enterovirus A71:n kuoren rakenne. VP1 (sininen), VP2 (vihreä), VP3 (punainen) ja VP4 
(keltainen) [10]. 
Ensimmäisen kerran enterovirus A71 löydettiin ja tunnistettiin vuonna 1969 Yhdysval-
loista, Kaliforniasta [9; 11]. Se löydettiin keskushermostosairauksien puhkeamisten yh-
teydessä, joita esiintyi vuosien 1969 ja 1972 välillä [9]. Sen aiheuttamia epidemioita on 
esiintynyt Euroopassa, Yhdysvalloissa, Australiassa ja Aasiassa. 1970-luvulla Euroo-
passa epidemiat keskittyivät Unkariin, Bulgariaan ja Ruotsiin. Vuonna 1998 enterovirus 
A71 aiheutti laajan epidemian Taiwanissa, josta raportoitiin 129 000 enterorokko- ja her-
pangiinatapausta. Näistä tapauksista 405 oli vaikeita ja 78 johti kuolemaan. Potilaat oli-
vat nuoria ja pääosin alle viisivuotiaita. [12.] 
Enterovirus A71 esiintyy tyypillisesti kausittain pohjoisella pallonpuoliskolla, ja sen on 
todettu esiintyvän yleisimmin keväästä syksyyn. Trooppisilla alueilla kausittaisuus ei ole 
yhtä näkyvää, johtuen siitä, että vuodenaikojen erot ovat tasaisemmat. Kausittaisen 
esiintymisen arvellaan johtuvan ihmisten immuunisysteemin vaihtelusta vuodenaikojen 
mukaan esimerkiksi melatoniinin ja D-vitamiinin tasojen vaikutuksesta. Kausittaiseen 
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vaihteluun vaikuttavat myös ihmisten liikkuminen väkijoukoissa, kuten kouluissa tai työ-
paikoilla. Ympäristön muutokset ovat kuitenkin varmasti yksi tärkeimmistä tekijöitä tar-
tuntojen osalta, sillä enterovirus A71:n on huomattu lisääntyvän korkeammissa lämpöti-
loissa ja runsaammassa kosteudessa [12].  
Useimmiten enterovirus A71:n aiheuttamat infektiot ovat joko oireettomia tai erittäin lie-
väoireisia. Esimerkiksi Norjassa vuonna 2003 lasten ulostenäytteistä löydettiin kyseistä 
virusta, vaikka tutkitut lapset olivat täysin oireettomia. [13.] Suomessa virusta on löytynyt 
yksittäisistä potilasnäytteistä. Ensimmäisen kerran viruksen laajemmasta esiintyvyy-
destä Suomessa raportoitiin syksyllä vuonna 2007. Tapauksia raportoitiin olleen kahdek-
san, joista yksikään ei liittynyt matkailuun, eivätkä taudinkuvat olleet vakavia. [6.] Se, että 
epidemiat ovat olleet vakavampia Aasiassa, saattaa selittyä sillä, että aasialaisilla esiin-
tyy länsimaalaisia useammin HLA-A33:a. Kyseinen proteiini kuuluu MHC-geeniperheen 
proteiineihin, jotka toimivat elimistössä immunologisessa puolustuksessa. Enterovirus 
A71 -infektioiden ja HLA-A33:n välillä on huomattu olevan yhteys [5]. 
Huolimatta siitä, että enterovirus A71:n aiheuttamat infektiot ovat pääsääntöisesti oireet-
tomia, on viime vuosina raportoitu sen aiheuttamista enterorokkotapauksista, jotka ovat 
olleet aiempaa vakavampia. Jotkut sen aiheuttamista enterorokkotapauksista on yhdis-
tetty erilaisiin nuorten lasten aivorungon aivotulehduksiin. Enterovirus A71 aiheuttaa siis 
enterorokkoa, johon liittyy neurologisia komplikaatioita [11]. Vakavampi enterorokko voi 
kehittyä 2–3 päivän kuluessa alkaneista lievemmistä oireista. Keskimääräinen aika en-
terovirus A71:n aiheuttamista sairastumisista johtaa kuolemaan 3,5 päivän kuluessa ky-
seisissä enterorokkotapauksissa. Keskimääräinen aika diagnosoinnista kuolemaan on 
vain 0,5 päivää. [9.]  
Suurimpaan riskiryhmään saada enterovirus A71 -infektioita kuuluvat pienet lapset [9]. 
Nuori ikä riskitekijänä saattaa selittyä sillä, että aiempien epidemioiden yhteydessä muut 
ovat saaneet osittaisen immuniteetin kyseistä virusta vastaan [5]. Muita tekijöitä, jotka 
saattavat aiheuttaa vakavampia oireita enterovirus A71:n aiheuttamissa infektioissa, 
ovat mm. korkea tai yli kolme päivää kestävä kuume, aiemmin todettu uneliaisuus tai 
suun haavaumat [9].  
Nopein ja herkin menetelmä diagnosoida enterovirus A71:n esiintymistä potilailla on re-
aaliaikainen RT-PCR-menetelmä. Menetelmän käyttö on hiljalleen korvannut viruksen 
eristämisen ja tyypittämisen sekvensoimalla. Virusten eristäminen vie runsaasti aikaa ja 
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tarvitsee paljon työvoimaa. Reaaliaikaisessa RT-PCR-menetelmässä käytetään juuri en-
terovirus A71:lle spesifisiä alukkeita ja tunnistus voidaan tehdä suoraan kliinisestä näyt-
teestä eli potilasnäytteestä virusviljelyn sijaan. Kyseisellä menetelmällä tulokset saadaan 
jo muutamien tuntien sisällä. [9.] 
Rokotetta pidetään yhtenä parhaista mahdollisuuksista ehkäistä enterovirus A71:n ai-
heuttamia infektioita. Mahdollisimman tehokasta rokotetta on yritetty löytää tutkimalla 
erilaisia rokotevalmisteita kuten inaktivoitua virusta, viruksen kaltaisia partikkeleita, DNA-
rokotetta, alayksikkörokotetta ja heikennettyä elävää virusrokotetta. Joulukuussa 2015 
Kiinassa hyväksyttiin kaksi inaktivoitua enterovirus A71-rokotetta ehkäisemään vakavia 
enterorokkotapauksia. Rokotteiden kliiniset testaukset tehtiin 30 000 lapselle ja tulokset 
osoittivat rokotteen turvallisuuden olevan tyydyttävällä tasolla, sekä ehkäisemään yli 90 
% enterovirus A71:n aiheuttamista enterorokkotapauksista ja noin 80 % muista kyseisen 
viruksen aiheuttamista taudeista. [12.] 
2.3 Enterovirus A71:n tunnistaminen 
Tyypillisesti enterovirus A71 etsitään potilasnäytteistä virusviljelyn avulla ja kasvatettu 
virus tyypitetään esimerkiksi sekvensoimalla. Tämä saattaa kuitenkin viedä aikaa kah-
desta viikosta jopa reilu kuukauteen. Käyttämällä reaaliaikaista RT-PCR-menetelmää 
aika saadaan vähennettyä muutamiin tunteihin. Menetelmässä eristetään aluksi viruksen 
RNA:ta, jonka jälkeen eristetty RNA tunnistetaan reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän 
avulla. Menetelmä soveltuu siis enterovirus A71:n genomin osoittamiseen suoraan poti-
lasnäytteestä ja tulos osoittaa näytteen olevan joko ’’enterovirus A71 -positiivinen’’ tai 
’’enterovirus A71 -negatiivinen’’. [14.]  
2.3.1 RNA-eristys 
RNA:n eristäminen tehdään esimerkiksi virusnäytteelle. RNA sisältää perinnöllistä infor-
maatiota, ja sitä voidaan käyttää myöhemmin esimerkiksi RT-PCR-menetelmässä viruk-
sen tunnistamiseksi. Eristäminen aloitetaan solujen kemiallisella, mekaanisella tai ent-
symaattisella hajottamisella. Tämän vaiheen jälkeen nukleaasit inaktivoidaan, jotta nii-
den kyky hajottaa nukleiinihappoja ei toimisi. Usein nukleiinihapot vielä puhdistetaan 
epäpuhtauksista, kuten proteiineista. Nukleiinihappojen puhdistus voidaan tehdä useilla 
eri menetelmillä, joissa voidaan hyödyntää sentrifugointia. [15.] 
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RNA:n eristyksessä mahdollisena ongelmana on RNA:n nopea hajoaminen soluissa ole-
vien RNaasi-entsyymien vaikutuksesta. Tästä syystä RNAasien toimintaa rajoitetaan 
esimerkiksi RNaasi-inhibiittoreiden avulla. 
Yksi tapa suorittaa RNA:n eristys on käyttää RNA:n eristykseen sopivaa automaattia ku-
ten QIAcube-eristysautomaattia. Eristysautomaattiin laitetaan tarvittavat reagenssit, 
näytteet, putket ja pipetinkärjet. Laite sisältää lämpöblokin, sentrifugin, pipetointisystee-
min ja robottitarttujan [16]. Eristysautomaatti suorittaa RNA:n eristyksen vaiheet kaut-
taaltaan lyysauspuskurin lisäystä lukuun ottamatta. Lyysauspuskuri hajottaa viruksen 
kapsidin ja vapauttaa genomisen RNA:n puskuriin, joka tekee potilasnäytteen sisältä-
mästä tautia aiheuttavasta tekijästä vaarattoman. Tämä vaihe on siis suoritettava manu-
aalisesti ennen näytteille tehtävää RNA:n eristystä. QIAcube-eristysautomaatti eristää 
RNA:n näytteestä sitomalla sen pylväässä olevaan silikageelimembraaniin. Seuraa-
vassa vaiheessa laite pesee epäpuhtaudet pois ja lopulta eluoi RNA:n membraanista 
RNaasi-vapaalla vedellä. [17.]  
2.3.2 Reaaliaikainen RT-PCR-menetelmä  
Reaaliaikainen PCR on herkkä, nopea ja spesifinen mikrobiologinen tunnistusmene-
telmä. PCR-menetelmän avulla voidaan monistaa DNA:ta eksponentiaalisesti ja se voi-
daan jakaa karkeasti kolmeen vaiheeseen, joista ensimmäinen on denaturaatio, seuraa-
vaksi kiinnittyvät alukkeet ja viimeistä vaihetta kutsutaan ekstensiovaiheeksi. [18.] Näi-
den vaiheiden kautta irtoavat DNA:n vastinjuosteet toisistaan, alukkeet pääsevät kiinnit-
tymään näihin vastinjuosteisiin ja alukkeista syntyy polymeraasin avulla uudet vastin-
juosteet. 
RT-PCR toimii PCR-menetelmän tavoin, mutta ensimmäisessä vaiheessa yksijuostei-
sesta RNA:sta tuotetaan yksijuosteinen DNA. Menetelmä perustuu polymeraasiketjure-
aktioon ja käänteiskopioijaentsyymiin. Tavallisesti menetelmässä käytetään lähetti-
RNA:ta DNA:n aikaansaamiseksi ja lopputulokseksi saadaan geeni ilman introneita, toi-
sin sanottuna cDNA:ta. [19.] Reaaliaikaisuus RT-PCR-menetelmässä mahdollistaa sen, 
että koko RT-PCR-ajon tapahtumat voidaan nähdä pelkkien lopputulosten sijaan.   
Ennen reaaliaikaisen RT-PCR-ajon suorittamista näytteet sekoitetaan huolella koeput-
kisekoittajalla, sentrifugoidaan ja pipetoidaan näytelevylle omiin kuoppiinsa. Näytelevyt 
sekoitetaan vielä kertaalleen ja sentrifugoidaan tasalaatuisuuden takaamiseksi. 
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Reaaliaikaisessa RT-PCR-menetelmässä esimerkiksi enterovirus A71:n RNA-genomi 
käännetään komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) ja tämän jälkeen käännettyä komple-
mentaarista DNA:ta monistetaan polymeraasiketjureaktiossa [2]. Monistettava alue on 
noin 90 emäsparin pituinen ja sijaitsee enterovirus A71:n genomin VP1-proteiinia koo-
daavalla alueella. Sekä cDNA-synteesi että PCR voidaan tehdä samassa putkessa. Täl-
laista menetelmää kutsutaan one-step RT-PCR -tekniikaksi. [14.] 
Reaaliaikaisessa RT-PCR-menetelmässä käytetään spesifistä koetinta, joka on leimattu 
fluoresoivalla aineella esimerkiksi FAM-leimalla. Jokaisessa PCR:n syklissä koetin kiin-
nittyy syntetisoituun DNA:han ja myöhemmin irrotessaan se pilkkoutuu ja vapauttaa fluo-
resoivaa ainetta. Fluoresenssia mitataan reaaliaikaisesti ja tuloksista nähdään nukleii-
nihapon määrän lisääntyminen kunkin monistussyklin ajalta. [2.] Fluoresenssi havaitaan 
sitä voimakkaammin, mitä runsaammin reaktiossa on muodostunut PCR-tuotetta [20].  
Kuvassa 3 nähdään reaaliaikaisen RT-PCR -laitteen lämpöblokki, johon näytelevyillä 
olevat näytteet laitetaan. Lämpöblokin kansi ja laitteen etuluukku suljetaan ajon ajaksi. 
[21.] Laite suorittaa RT-PCR-ajon reaaliaikaisesti ja kerää tietoa fluoresenssin mittauk-
sesta.  
 
Kuva 3. Reaaliaikainen RT-PCR -laite. 
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2.4 Validointi 
Menetelmän luotettavuutta kuvataan tuottamalla validoinnin avulla vertailuarvoja muut-
tujille. Käyttöönotettaessa esimerkiksi jokin uusi menetelmä on se validoitava ja doku-
mentoitava kauttaaltaan. Validoinnilla varmistetaan, että menetelmä ja siinä käytetyt lait-
teet ovat juuri käyttötarkoitukseen sopivia ja saatavat tulokset ovat loogisesti oikeita. Do-
kumentteihin sisältyy validoinnin suunnitelma, josta selviää muun muassa menetelmä, 
johon validointi kohdistuu, tavoitteet, näytemateriaalit, vastuiden jako, aikataulut, laitteet 
ja tilat. Lopuksi validoinnista kirjoitetaan raportti, josta nähdään muun muassa validoinnin 
tulokset. Raportti toimii yhteenvetona suoritetusta validoinnista. Validoinnin suorittami-
sen jälkeen menetelmää seurataan jatkuvasti sen toimivuuden varmistamiseksi. [22.] 
Kvalitatiivisessa analytiikassa validoinnin kannalta tärkeimpiä parametreja ovat toistetta-
vuus, uusittavuus, spesifisyys, herkkyys, suhteellinen oikeellisuus ja toteamisraja. Vali-
dointiparametreja on olemassa useita, ja parametrien valinta on tehtävä jo validoinnin 
suunnitteluvaiheessa. Parametrit valitaan alakohtaisesti ja ne voidaan jakaa karkeasti 
kvantitatiiviseen ja kvalitatiiviseen analytiikkaan. [22.] 
2.5 Validoinnin parametrit 
Toistettavuus on yksi keino määrittää menetelmän täsmällisyyttä. Se kertoo mittaustu-
losten välisestä yhtäläisyydestä. Luotettavuuden kannalta on tärkeää, että mittaukset on 
tehty lyhyen ajan sisällä. Käytössä on myös oltava samat laitteet ja menetelmä, tehtynä 
samoissa tiloissa, samoilla näytteillä ja tekijän on oltava sama. [22.] 
Uusittavuus on toinen tapa määrittää menetelmän täsmällisyyttä. Se kertoo mittaustu-
losten välisestä yhtäläisyydestä, kun käytetään samaa menetelmää, mutta muutetaan 
yhtä tai useampaa tekijää. Tekijöistä voidaan muuttaa laitetta, paikkaa, suorittajaa tai 
jotakin muuta merkitsevää tekijää. Vaihtoehtoisesti mittaukset voidaan tehdä pidemmällä 
aikavälillä, mitä yksittäinen mittaus veisi. [22.] 
Menetelmää pidetään spesifisenä sen tuottaessa vasteen vain tutkittavalle analyytille. 
Esimerkiksi tutkittaessa näytteen enterovirus A71 -positiivisuutta, alukkeiden on tarkoitus 
olla spesifisiä ainoastaan enterovirus A71:lle, joten ne eivät saisi tunnistaa muiden virus-
ten RNA:ta. Yleensä täydellistä spesifisyyttä ei kuitenkaan saavuteta, vaan on tyydyttävä 
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riittävään selektiivisyyteen, joka on sopiva menetelmän käyttötarkoitukseen. Menetel-
mää pidetään puolestaan herkkänä, jos se kykenee tunnistamaan vähäisetkin muutokset 
pitoisuuksissa ja tuottamaan niille merkittävän vasteen. [22; 23.] 
Suhteellinen oikeellisuus saadaan määritettyä menetelmästä saatujen virhepositiivisten 
ja virhenegatiivisten prosentuaalisista osuuksista. Ne kertovat väärien positiivisten ja 
väärien negatiivisten osuuksista. Virhepositiivisuudella tarkoitetaan tilannetta, jossa va-
lidoitava menetelmä antaa positiivisen tuloksen huolimatta siitä, ettei näyte sisällä tutkit-
tavaa analyyttiä, esimerkiksi enterovirus A71:stä. Virhenegatiivisuus puolestaan tarkoit-
taa sitä, ettei menetelmä tunnista näytteessä olevaa tutkittavaa analyyttiä, eli esimerkiksi 
enterovirus A71:stä ja antaa negatiivisen tuloksen. Negatiivinen ja positiivinen ennus-
tearvo ovat jäljelle jäävä osuus 100 %:sta kun niistä vähennetään virhenegatiivisuus ja 
–positiivisuus. Negatiivisen ja positiivisen ennustearvon avulla kerrotaan millä todennä-
köisyydellä voidaan luottaa siihen, että menetelmän antama negatiivinen tai positiivinen 
tulos pitää paikkansa. [22.] 
Toteamisrajalla tarkoitetaan pienintä pitoisuutta tutkittua näytettä, joka voidaan todeta 
luotettavasti. Tutkittu näyte voi esimerkiksi olla menetelmän kontrollivirus. Toteamisrajan 
yksikkönä käytetään usein TCID50/ml. TCID:llä tarkoitetaan suurinta viruksen laimen-
nosta, joka vielä infektoi puolet testatuista soluviljelmäkuopista. Toteamisrajan selvittä-
mistä varten tarvitaan ns. tiitteri-arvo, joka saadaan titrauksen avulla. Tiitteri ei kerro suo-
raan virusnäytteissä olevien viruspartikkeleiden tai virusgenomien määrää, mutta sen 
avulla voidaan karkeasti arvioida näytteen viruspitoisuutta. Virustitrauksessa kuoppale-
vylle pipetoidaan pestyjä ja terveitä soluja, joiden joukkoon pipetoidaan tutkittavaa vi-
rusta ja sen laimennoksia. [22.] 
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3 Työn tavoitteet 
Työn tavoitteena oli reaaliaikaisen RT-PCR-menetelmän käyttöönotto ja validointi ente-
rovirus A71:n tunnistamiseksi suoraan potilasnäytteestä. Menetelmä perustuu Zhangin 
ym. julkaisuun vuodelta 2014 [1]. Menetelmässä käytetään one-step-RT-PCR -tekniik-
kaa. 
Validoinnin ensimmäisenä tavoitteena oli valita positiivinen kontrollivirus kolmesta tun-
netusta enterovirus A71 -viruskannasta. Valitusta positiivisesta kontrolliviruksesta oli tar-
koituksena löytää työlle sopivin RNA-laimennos ja suorittaa valitulla laimennoksella RT-
PCR-ajoja toistettavuuden ja uusittavuuden määrittämiseksi.  
Menetelmän toimivuuden testaamiseksi tarkoituksena oli testata sekvensoimalla tyypi-
tettyjä potilasnäytteitä, joista osa oli enterovirus A71 -positiivisia, osa enterovirusnegatii-
visia ja osa muiden HEV-A -lajin enterovirusten suhteen positiivisia. Käyttämällä muiden 
enterovirusten suhteen positiivisia näytteitä, kuin enterovirus A71 -positiivisia, oli tarkoi-
tuksena nähdä, tunnistaako menetelmä vääriä kantoja. Potilasnäytteiden avulla tarkoi-
tuksena oli määrittää menetelmän spesifisyys, herkkyys ja oikeellisuus. 
4 Työssä käytetyt laitteet ja materiaalit 
Tätä työtä käytetään THL:ssä enterovirus A71:n osoittamiseen käytettävän reaaliaikai-
sen RT-PCR-menetelmän validointiraporttina. Validointi on pätevä vain näissä olosuh-
teissa tehdyille testeille, joissa validointiparametrikin on määritetty. Tästä johtuen on va-
lidoinnin jäljitettävyyden takaamiseksi tärkeää, että käytetyt laitteet ja materiaalit on tau-
lukoitu tarkasti.  
4.1 Laitteet 
Työssä käytetyt laitteet ovat esiteltyinä työvaihekohtaisesti taulukoissa 1–3. Työvaiheet 
on jaettu RNA-eristykseen, reaaliaikaiseen RT-PCR-menetelmään ja titraukseen. 
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Taulukko 1. RNA-eristyksessä käytetyt laitteet ja tarvikkeet. 
Laite Malli Toimittaja 
Koeputkisekoittaja Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Sentrifugi 1 AccuSpin Micro 17 Fisher Scientific 
Sentrifugi 2 Mega Star 1.6R VWR 
QIAcube-eristysautomaatti S/N: 14033 Qiagen 
- Rneasy Mini Spin Column     
- Elution Tubes     
- Rotor Adapters     
- Filter-Tips     
 
Taulukko 2. Reaaliaikaisessa RT-PCR-ajossa käytetyt laitteet ja tarvikkeet. 
Laite Malli Valmistaja 
Koeputkisekoittaja Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Pöytäsentrifugi Eppendorf MiniSpin Sigma-Aldrich 
Pöytäsentrifugi (näytelevyt) Galaxy MiniStar VWR 
Real-Time PCR Mx3005P Stratagene 
 
Taulukko 3. Titrauksessa käytetyt laitteet ja tarvikkeet. 
Laite Malli Valmistaja 
Vesihaude TW12 Julaba 
Koeputkisekoittaja Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Lämpökaappi Termaks B8420 Termaks 
Lämpökaappi (CO2) * Hera Cell150 Heraeus 
*Verosolujen inkubointi   
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4.2 Reagenssit 
Potilasnäytteitä laimennettiin esikäsittelyvaiheessa käyttämällä PBS-liuosta, niiden tila-
vuuden ollessa liian pieni. Positiiviseen kontrollivirukseen lisättiin ensimmäisellä kerralla 
RNaasi-inhibiittoria, joka hidastaa RNA:n hajoamista.  Työssä käytetyt reagenssit, niiden 
valmistajat ja säilytys ovat esitetty työvaihekohtaisesti taulukoissa 4–6.  
Taulukko 4. RNA-eristyksessä käytetyt reagenssit. 
Reagenssi Valmistaja Säilytys 
2-merkaptoetanoli Sigma-Aldrich RT 
RNaasi-inhibiittori (40 U/µl) Promega -20 ℃ 
EtOH THL/LATU RT 
Rneasy® Mini Kit Qiagen 15-25 ℃ 
 - Buffer RPE     
 - Rnase-Free Water     
-  Buffer RW1     
 - Buffer RLT (lyysauspuskuri)     
 
Taulukko 5. Reaaliaikaisessa RT-PCR-ajossa käytetyt reagenssit. 
Reagenssi Valmistaja Säilytys 
Sterile nuclease free H2O Sigma 2-8 ℃ 
SuperScript® III Platinum®  
One-Step qRT-PCR System Invitrogen -20 ℃ 
- ROX Reference Dye     
- 2 x Reaction Mix     
- MgSO4 (50 mM)     
- SSIII RT/Platinum Taq Mix     
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Taulukko 6. Titrauksessa käytetyt reagenssit. 
Reagenssi Valmistaja Säilytys 
PBS Fosfaattipuskuroitu NaCl-liuos (ei Ca ja Mg) LATU 2-30+ ℃ 
EAGLE MEM + NaHCO3, 1.1 g/l (pH 7.2) LATU 2-8 ℃ 
Penisilliini-Streptomysiini -Gentamysiini, 50 mg/ml LATU < -18 ℃ 
MgCl2 6H2O, 1M LATU RT 
HEPES, 1 M (pH 7.4) LATU 2-8 ℃ 
PTE (Pucks Saline + TE – liuos + trypsiini 0,05 % -
(EDTA) Versene 0,02 %) LATU < -18 ℃ 
FBS (syntymättömän vasikan seerumi) Sigma < -18 ℃ 
 
4.3 Oligonukleotidit 
Validoitavaa menetelmää varten jo julkaistuja oligonukleotideja verrattiin in silico aiem-
min THL:n Virusinfektiot-yksikössä sekvensoituihin enterovirus A71 -kantoihin (C1 ja C2 
genotyypit) ja geenipankin suomalaisiin kantoihin (genotyyppejä ei määritetty). Sekvens-
sivertailussa oli tämän lisäksi mukana genotyypin A BrCr -referenssiviruskanta, genotyy-
pin C4 viruksia sekä kaksi virusta, jotka kuuluivat genotyyppiin B. Yhteensä vertailussa 
oli 40 sekvenssiä, vertailu on esitetty liitteessä 1. [2.] Taulukossa 7 on esitetty menetel-
mään valitut oligonukleotidit, jotka vastaavat Zhangin ym. julkaisussa käytettyjä oli-
gonukleotideja [1]. 
Taulukko 7. Työssä käytetyt alukkeet ja koetin. 
Aluke / Koetin Pitoisuus Sekvenssi (5' - 3') 
EV71-F 10 μM TTCATGTCACCYGCGAGYGC 
EV71-R 10 μM GCYCCRTATTCAAGRTCTTTCTC 
EV71-P 5 μM FAM-TAYGACGGRTAYCCCACRTTYGGWGA-BHQ 
Forward-alukkeella on 17/20 emäksen, reverse-alukkeella 20/23 emäksen ja koettimella 
25/26 emäksen yhteneväisyys tutkittaviin viruskantoihin [2]. 
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4.4 Näytemateriaali 
Suomalaisia potilasnäytteitä oli yhteensä 30 kappaletta, joista 10 oli enterovirus A71 -
positiivisia, 10 negatiivista ja 10 coxsackievirus -positiivista näytettä. Näytteet olivat vuo-
silta 2004–2011. Potilasnäytteiden avulla saatiin testattua menetelmän toimivuutta. Yh-
tenä riskinä oli, että menetelmä olisi tunnistanut virheellisesti rakenteeltaan samankal-
taisia muita positiivisia enteroviruksia, kuin enterovirus A71 -positiivisia.  
• Näytteet 1–2 ja 4–10 olivat rakkulanäytteistä tehtyjä suspensioita. 
• Näyte 3 oli koepalasta tehty suspensio. 
• Näytteet 11–30 olivat ulostenäytteestä tehtyjä suspensioita. 
Ulkomaisia potilasnäytteitä oli yhteensä 10 kappaletta, jotka kaikki olivat kasvatettuja 
EV-A71 -positiivisia viruksia. Näytteet olivat vuosilta 1999–2015. Ulkomaisten potilas-
näytteiden avulla testattiin tunnistaako validoitu menetelmä muitakin genotyyppejä, kuin 
suomalaisia. Ulkomaisia potilasnäytteitä ei käytetty varsinaisten validointiparametrien 
selvittämiseen.  
5 Työn suoritus 
Työ suoritettiin Virusinfektiot-yksikössä THL:ssä Helsingissä. Työn toteutusta ohjasivat 
johtava asiantuntija Carita Savolainen-Kopra ja erikoistutkija Soile Blomqvist. Käytännön 
asioissa auttoi pääsääntöisesti Alena Kaijalainen. Ohjaavana opettajana toimi lehtori 
Tiina Soininen. Työn käytännön osuus toteutettiin kahden kuukauden aikana. 
Laboratoriotyövaiheet suoritettiin niille soveltuvissa työtiloissa ja työskentely tapahtui 
joko vetokaapissa tai laminaarivirtauskaapissa. Validoidun menetelmän työvaiheista po-
tilasnäytteiden esikäsittely, RNA:n eristys, RT-PCR-mix:n valmistus ja lisäys, näytteiden 
ja kontrollien pipetointi sekä RT-PCR-ajo suoritettiin kukin omissa laboratoriotyötilois-
saan. Työtiloissa oli käytössä tilakohtaiset työtakit, ja kussakin laboratoriotyötilassa nou-
datettiin tilakohtaista työskentely- ja jätteenkäsittelyohjeistusta.  
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Menetelmä noudattaa THL:n Virusinfektiot-yksikössä käytössä olevaa enterovirusten re-
aaliaikaisen RT-PCR-menetelmän protokollaa [24]. Validoidussa työssä käytettiin samaa 
PCR-kittiä ja PCR-ajon ohjelmaa. Validoitu menetelmä poikkeaa aiemmasta menetel-
mästä PCR-oligonuokleotidien suhteen, jotka ovat spesifisiä juuri enterovirus A71:lle. 
Työn vaiheittainen eteneminen on esitetty kuvassa 4.  
 
Kuva 4. Työn vaiheittainen eteneminen. 
5.1 Näytteiden esikäsittely 
Näytteiden esikäsittelyllä potilasnäytteistä saatiin tasalaatuisia. Ulostesuspensionäytteet 
(näytteet 11-30) sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja sentrifugoitiin ennen siirtoa lyysaus-
puskuria sisältävään putkeen, jotta ylimääräinen sakka ei olisi häirinnyt RNA-eristystä. 
Näytteisiin, joiden tilavuus oli alle 100 µl lisättiin PBS-liuosta halutun tilavuuden saavut-
tamiseksi. Näytteiden esikäsittely ja siirto lyysauspuskuria sisältävään putkeen tehtiin 
aina samana päivänä kuin niille suoritettiin RNA-eristys. 
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5.2 RNA-eristys 
Suomalaisille potilasnäytteille RNA-eristys suoritettiin kolmessa erässä (1-11, 12-22 ja 
23-30) ja kullekin erälle tehtiin RNA-eristys eri päivinä (27.10., 1.11. ja 9.11.2016). Ulko-
maisille potilasnäytteille RNA-eristys tehtiin viimeisenä (16.11.2016). Kussakin RNA-
eristyksessä oli mukana negatiivinen kontrolli. 
RNA-eristys tehtiin QIAcube-eristysautomaatilla ja siihen kuuluvan Rneasy® Mini Kit:n 
avulla. QIAcube-laite suorittaa RNA-eristyksen kauttaaltaan, lyysauspuskurin lisäystä lu-
kuun ottamatta. Lyysauspuskurin lisäys tehtiin näytteiden esikäsittelyvaiheessa.  
QIAcube-laitteesta tarkistettiin kaikkien reagenssien sekä pipetinkärkien määrä ja niitä 
täydennettiin tarvittaessa. Kutakin näytettä varten koottiin kitin ohjeiden mukaisesti root-
toriadapterit, jotka sijoitettiin näytteitä vastaaville paikoille sentrifugiin. Ennen RNA-eris-
tystä näytteet sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja sentrifugoitiin tasalaatuisuuden takaa-
miseksi. Tämän jälkeen näytteet avattiin ja siirrettiin QIAcube-laitteeseen omille paikoil-
leen. Laitteessa käytössä olevien reagenssipullojen korkit avattiin ja laitteen kansi suljet-
tiin käynnistystä varten. RNA-eristykseen käytettiin näytteille sopivaa protokollaa (purifi-
cation of total RNA from easy-to-lyse animal tissues and cells, version 2). 
RNA-eristys kesti noin 30 minuuttia, jonka jälkeen jätteet kerättiin ja näytteet otettiin tal-
teen. Eristetyt RNA-näytteet säilytettiin pakastimessa alle -18 °C:ssa tapauksissa, joissa 
RT-PCR-ajoa ei suoritettu samana päivänä.  
5.3 Reaaliaikainen RT-PCR 
RT-PCR-ajoa varten valmistettiin RT-PCR-mix taulukon 8 mukaisesti, jossa on esitetty 
reaktioseokseen tulevat reagenssit yhdelle reaktiolle. Hyvin sekoitettua reaktioseosta pi-
petoitiin kuhunkin näytelevyn kuoppaan 45 µl ja siirryttiin toiseen laboratorioon lisää-
mään näytteet omiin kuoppiinsa. RT-PCR-mix valmistettiin samana päivänä kuin tehtiin 
reaaliaikainen RT-PCR-ajo. 
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Taulukko 8. RT-PCR-mix yhdelle reaktiolle. 
Reagenssi Tilavuus (µl) Valmistaja 
2x Reaction Mix 25 Invitrogen 
EV71-F sense(10 µM) 2 Metabion/Oligomer 
EV71-R antisense(10 µM) 1 Metabion/Oligomer 
 EV71-P probe(5 µM) 1 Metabion/Oligomer 
Sterile nuclease free H2O 12,9 
Sigma 
SSIII RT/Platinum Taq Mix 1 Invitrogen 
MgSO4 (50 mM) 1 
Invitrogen 
ROX Reference Dye 0,1 Invitrogen 
yht 45  
Kukin käsiteltävissä oleva näyte, joille oltiin tehty RNA-eristys (myös negatiivinen ja po-
sitiivinen kontrolli) sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja sentrifugoitiin. Sentrifugoinnin jäl-
keen kutakin näytettä sekä RNA-eristyksen negatiivista kontrollia pipetoitiin RT-PCR-
mix:ä sisältävään kuoppaan 5 µl. Viimeisenä pipetoitiin 5 µl valittua positiivista kontrolli-
virusta ja tämän jälkeen negatiiviseksi kontrolliksi 5 µl steriiliä nukleaasi-vapaata vettä 
RT-PCR-mix:ä sisältäviin kuoppiin.  
Reaaliaikaista RT-PCR-ajoa varten näytelevyllä olevat näytteet sekoitettiin koeput-
kisekoittajalla ja sentrifugoitiin. Näytteet asetettiin Mx3005P-RT-PCR-laitteeseen ja va-
littiin Enterovirus-ohjelma, joka on kuvattu taulukossa 9. Taulukon tummennetut lämpö-
tilat ja niitä vastaavat ajat toistuvat ohjelman aikana 45 kertaa. 
Taulukko 9. RT-PCR-ajon ohjelma enteroviruksille. 
Lämpötila (oC) Aika 
50 30 min 
90 5 min 
95 15 s 
55 45 s 
72 15 s 
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Reaaliaikainen RT-PCR-ajo kesti noin kaksi tuntia, jonka jälkeen tulokset analysoitiin 
MxPro-ohjelman avulla, käyttäen FAM-leimaa. Kynnysarvo (treshold) säädettiin 10 %:a 
valitun positiivisen kontrolliviruslaimennoksen korkeimmasta fluoresenssi arvosta. Mikäli 
näytteiden käyrät eivät nousseet säädetyn kynnysarvon yläpuolelle, näytteet tulkittiin ne-
gatiivisiksi edellyttäen, että negatiivinen kontrolli oli negatiivinen ja positiivinen kontrolli-
viruslaimennos positiivinen. Positiivisen kontrolliviruslaimennoksen Ct-arvoja seurataan 
kontrolliseuranta-taulukon avulla ja Ct-arvojen on pysyttävä ± 10 % viiden työn perus-
teella laskettujen kontrollien keskiarvosta, jotta positiivinen kontrolliviruslaimennos hy-
väksytään käyttöön.  
5.4 Positiivisen kontrolliviruksen valmistaminen ja valinta 
Työn tarkoituksena oli löytää kolmen enterovirus A71 -positiivisen viruskannan joukosta 
menetelmälle sopivin positiivinen kontrolli. Positiivisen kontrolliviruksen avulla voidaan 
pystyttää menetelmä, sekä seurata menetelmän toimivuutta. Käytössä oli seuraavat kan-
nat: 
• EV-A71, referenssivirus BrCr, ATCC, 4.pasaasi Vero, 25.2.2005 
• C1-genotyyppi: EV-A71 FIN/2007/2182 Kotka, jätevesi-isolaatti, Vero 57157-8 
• C2-genotyyppi: EV-A71 FIN/2007/2268 Kajaani, jätevesi-isolaatti, Vero R1451. 
Viruksista eristettiin RNA:ta Qiacube-laitteella (11.10. ja 12.10.2016). Eristetyille kan-
noille suoritettiin reaaliaikainen RT-PCR-ajo. Sekä RNA-eristyksellä että reaaliaikaisella 
RT-PCR:llä oli omat negatiiviset kontrollinsa, jotta voitiin seurata molempien vaiheiden 
puhtaasti suorittamista. RNA:n eristys ja reaaliaikainen RT-PCR-ajo suoritettiin edellä 
kuvatuilla tavoilla, mutta tässä vaiheessa reaaliaikainen RT-PCR-ajo tehtiin ilman posi-
tiivista kontrollia. 
Valitun positiivisen kontrolliviruksen eristetystä RNA:sta tehtiin laimennossarja  
10-2 - 10-11. Kyseiselle laimennossarjalle suoritettiin RT-PCR-ajo (18.10.2016). Toistetta-
vuuden määrittämistä varten laimennoksille 10-2 - 10-10 ja niiden kahdelle rinnakkaiselle 
tehtiin RT-PCR-ajo yhden päivän aikana (19.10.2016). Samalle laimennossarjalle tehtiin 
uusittavuuden määrittämistä varten vielä yksi reaaliaikainen RT-PCR-ajo (26.10.2016). 
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5.5 Potilasnäyteaineisto 
Suomalaisille potilasnäytteille tehtiin reaaliaikainen RT-PCR-ajo kahdessa erässä (1-11 
ja 12-30). Ajot suoritettiin kolmena kertana, johtuen toiselle erälle tapahtuneesta konta-
minaatiosta, jonka vuoksi ajo jouduttiin uusimaan (1.11., 9.11. ja 15.11.2016). Ulkomai-
sille potilasnäytteille reaaliaikainen RT-PCR-ajo tehtiin viimeisenä (16.11.2016). Jokai-
sessa näissä reaaliaikaisessa RT-PCR-ajossa oli mukana näytteiden lisäksi RNA-eris-
tyksen negatiivinen kontrolli, valittu positiivinen kontrolliviruslaimennos, sekä reaaliaikai-
sen RT-PCR-menetelmän negatiivinen kontrolli.  
6 Tulokset 
Menetelmälle laskettiin toistettavuus, uusittavuus, spesifisyys, herkkyys ja suhteellinen 
oikeellisuus. Lisäksi laskettiin toteamisraja, jota verrattiin Zhangin ym. julkaisuun [1]. 
6.1 Positiivinen kontrollivirus 
Positiiviseksi kontrollivirukseksi valittiin C2-genotyyppi (EV-A71 FIN/2007/2268 Kajaani, 
jätevesi-isolaatti, Vero R1451), sillä se oli kannoista vahvin. Kuvasta 5 nähdään reaali-
aikaisen RT-PCR-ajon kulku (12.10.2016) ja valittu positiivinen kontrollivirus on kuvassa 
vihreällä. Kuvasta nähdään myös, että molemmat käytetyt negatiiviset kontrollit olivat 
negatiivisia eli niiden fluoresenssikäyrä ei noussut ajon kuluessa. Tämä tarkoittaa siis, 
että käyttöönotetut oligonukleotidit eivät aiheuttaneet epäspesifistä taustaa. 
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Kuva 5. Positiivisten kontrollivirusten reaaliaikainen RT-PCR-ajo. 
Kuvassa 6 on esitettynä kyseisen reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset. Tulosten tarkas-
telussa keskityttiin kuvan Ct-arvoihin. Valitun positiivisen kontrolliviruksen Ct-arvo oli 
10,43. Mitä pienempi Ct-arvo on, sitä aiemmin fluoresenssikäyrä leikkaa kynnysarvon, 
mikä tarkoittaa näytteessä olevan runsaammin virusta. 
 
Kuva 6. Positiivisten kontrollivirusten reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset. 
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6.1.1 Toistettavuus 
Toistettavuuden määrittämistä varten tehtiin valitusta positiivisen kontrolliviruksen 
RNA:sta rinnakkaiset laimennossarjat. Toistettavuuden osuus suoritettiin kokonaisuu-
dessaan 19.10.2016 tekemällä kolme rinnakkaista laimennossarjaa laimennoksesta  
10-2 laimennokseen 10-10 asti. Toistettavuus laskettiin saaduista Ct-arvoista sekä pie-
nelle että suurelle viruspitoisuudelle, koska myös todellisuudessa näytteiden viruspitoi-
suus voi vaihdella. Taulukossa 10 on esimerkkinä laimennosten 10-3 ja 10-6 antamat tu-
lokset. 
Taulukko 10. Toistettavuuden määritys laimennoksille 10-3 ja 10-6. 
  
Laimennos 10-3 Laimennos 10-6 
Keskiarvo 25,16 35,59 
Minimi 24,96 35,33 
Maksimi 25,28 35,98 
Vaihteluväli 0,32 0,65 
Keskihajonta 0,14 0,28 
Variaatiokerroin 0,6 % 0,8 % 
Taulukosta 10 nähdään, että molempien laimennosten vaihteluvälit eri laimennossar-
joissa ovat lyhyet ja keskihajonnat pieniä. Näistä voidaan todeta, että menetelmän tois-
tettavuus on erittäin hyvä.  
6.1.2 Uusittavuus 
Uusittavuuden määrittämistä varten tehtiin valitulle positiivisen kontrolliviruksen RNA-lai-
mennossarjoille reaaliaikainen RT-PCR-ajo kolmena erillisenä kertana kahden viikon ai-
kana (18.10.,19.10. ja 26.10.2016). Laimennossarjoissa oli mukana laimennokset 10-2 – 
10-10 ja tämän lisäksi ensimmäisellä ajokerralla laimennos 10-11, joka jätettiin seuraavista 
ajoista pois heikon viruspitoisuutensa vuoksi. Taulukossa 11 on esimerkkinä laimennos-
ten 10-3 ja 10-6 antamat tulokset 
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Taulukko 11. Uusittavuuden määritys laimennoksille 10-3 ja 10-6. 
  Laimennos 10-3 Laimennos 10-6 
Keskiarvo 24,94 35,06 
Minimi 24,51 34,82 
Maksimi 25,28 35,45 
Vaihteluväli 0,77 0,63 
Keskihajonta 0,32 0,28 
Variaatiokerroin 1,3 % 0,8 % 
Taulukosta 11 nähdään, että molempien laimennossarjojen vaihteluvälit ovat lyhyet ja 
keskihajonnat pieniä. Näistä voidaan todeta, että menetelmän uusittavuus on erittäin 
hyvä.  
6.1.3 Toteamisraja 
Toteamisrajan selvittämistä varten laskettiin ns. tiitteri, joka saatiin 2.11.2016 suorite-
tusta virustitrauksesta. THL:n asiantuntija suoritti virustitrauksen laboratorion käytäntö-
jen mukaisesti laimennoksille 10-1 – 10-10 käyttämällä Vero-soluja (pasaasi 197, jako-
päivä 28.1.2016). Tiitteri laskettiin kaavan 1 avulla, joka tunnetaan nimellä Spearman & 
Kärberin kaava.  
𝑁𝑒𝑔. log 𝑇𝐶𝐼𝐷,- = 𝐿 − 𝑑 𝑆 − 0,5     (1) 
L on matalin testattu laimennos  
d on titrausväli  
S on positiivisten suhteiden summa 
Tiitteri laskettiin 50 µl:lle virusta ja arvoksi saatiin -4,375, mikä tarkoittaa, että viruksen 
laimennos 1:104,375 infektoi vielä puolet testatuista soluviljelmistä. Tiitteristä saatiin las-
kennallisesti toteamisrajaksi noin 0,047 TCID50/ml. Laskettua toteamisrajaa verrattiin 
Zhangin ym. julkaisuun, jossa toteamisrajaksi oli saatu 0,02 TCID50/ml [1]. Voidaan siis 
todeta, että toteamisrajojen ollessa samaa suuruusluokkaa validoitavan menetelmän 
herkkyys on yhtä hyvä.  
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Positiiviselle kontrollivirukselle suoritetun titrauksen ja sille tehtyjen reaaliaikaisten RT-
PCR-ajojen perusteella valittiin potilasnäytteille sopivin positiivisen kontrolliviruksen lai-
mennos 10-3.  Kuvassa 7 on esitetty positiivisen kontrolliviruslaimennosten yksi reaaliai-
kainen RT-PCR-ajo (18.10.2016). Muut tehdyt ajot on esitetty liitteessä 2. Valittu positii-
vinen kontrolliviruslaimennos 10-3 on kuvassa käyristä toinen ylhäältä päin laskettuna ja 
esitetty vihreällä.  
 
Kuva 7. Positiivisen kontrolliviruksen laimennosten reaaliaikainen RT-PCR-ajo.  
Valitun positiivisen kontrolliviruslaimennoksen 10-3 reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset 
nähdään kuvasta 8. Kyseinen laimennos on virheellisesti nimetty laimennokseksi 10-2 ja 
Ct-arvo laimennokselle oli 24,51.  
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Kuva 8. Positiivisen kontrolliviruksen laimennosten reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset.  
6.2 Potilasnäytteet 
Reaaliaikainen RT-PCR-ajo tehtiin potilasnäytteille yhden kerran. Kuvassa 9 on esitetty 
potilasnäytteille 12–30 tehdyn reaaliaikaisen RT-PCR-ajon (15.11.2016) kuvaaja ja ku-
vassa 10 nähdään kuvaajan fluoresenssikäyriä vastaavat Ct-arvot. Muille potilasnäyt-
teille tehtyjen ajojen kuvaajat on esitetty liitteessä 3. 
 
Kuva 9. Potilasnäytteiden 12–30 reaaliaikainen RT-PCR-ajo.  
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Kuva 10. Potilasnäytteiden 12–30 reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset. 
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Taulukkoon 12 on koottu tiedot kaikista suomalaisista potilasnäytteistä ja näytekohtaiset 
Ct-arvot reaaliaikaisista RT-PCR-ajoista. 
Taulukko 12. Suomalaisten potilasnäytteiden reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulosten tarkastelu. 
Nro. Koodi Näytelaatu Vuosi Maa Virus Tulos (Ct) 
3 EV07-40A koepala 2007 FIN enterovirus A71 24,18 
10 EV07-39A rakkula 2007 FIN enterovirus A71 21,81 
11 EV07-31A ulostesuspensio 2007 FIN enterovirus A71 31,6 
24 EV10-14A ulostesuspensio 2010 FIN enterovirus A71 29,88 
25 4247 ulostesuspensio 2011 FIN enterovirus A71 neg. 
16 EV06-28A ulostesuspensio 2006 FIN enterovirus A71 25,85 
18 EV07-30A ulostesuspensio 2007 FIN enterovirus A71 28,89 
12 EV07-36A ulostesuspensio 2007 FIN enterovirus A71 32,06 
19 EV07-37A ulostesuspensio 2007 FIN enterovirus A71 35,09 
23 EV07-38A ulostesuspensio 2007 FIN enterovirus A71 33,83 
              
5 2463 rakkula 2008 FIN coxackievirus A6 neg. 
6 2464 rakkula 2008 FIN coxackievirus A6 neg. 
25 2580 ulostesuspensio 2008 FIN coxackievirus A6 neg. 
26 2581 ulostesuspensio 2008 FIN coxackievirus A6 neg. 
21 2447 ulostesuspensio 2008 FIN coxackievirus A10 neg. 
28 2602 ulostesuspensio 2008 FIN coxackievirus A10 neg. 
8 EV06-23A rakkula 2006 FIN coxackievirus A16 neg. 
9 EV06-29A rakkula 2006 FIN coxackievirus A16 neg. 
15 EV04-18A ulostesuspensio 2004 FIN coxackievirus A16 neg. 
30 EV04-33A ulostesuspensio 2004 FIN coxackievirus A16 neg. 
              
1 2415 rakkula 2008 FIN negatiivinen neg. 
2 2438 rakkula 2008 FIN negatiivinen neg. 
4 2455 rakkula 2008 FIN negatiivinen neg. 
7 2465 rakkula 2008 FIN negatiivinen neg. 
13 4605 ulostesuspensio 2012 FIN negatiivinen neg. 
14 2404 ulostesuspensio 2008 FIN negatiivinen neg. 
17 2405 ulostesuspensio 2008 FIN negatiivinen neg. 
20 2437 ulostesuspensio 2008 FIN negatiivinen neg. 
22 2497 ulostesuspensio 2008 FIN negatiivinen neg. 
27 2582 ulostesuspensio 2008 FIN negatiivinen neg. 
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Kuvassa 11 on esitetty ulkomaisille potilasnäytteille tehty reaaliaikaisen RT-PCR-ajon 
(16.11.2016) kuvaaja ja kuvassa 12 nähdään kuvaajan fluoresenssikäyriä vastaavat Ct-
arvot.  
 
Kuva 11. Ulkomaisten potilasnäytteiden reaaliaikainen RT-PCR-ajo. 
 
Kuva 12. Ulkomaisten potilasnäytteiden reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulokset. 
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Taulukkoon 13 on koottu ulkomaisten potilasnäytteiden tiedot ja Ct-arvot reaaliaikaisesta 
RT-PCR-ajosta. 
Taulukko 13. Ulkomaisten potilasnäytteiden reaaliaikaisen RT-PCR-ajon tulosten tarkastelu. 
Nro. Koodi Näytelaatu Vuosi Maa Virus Tulos (Ct) 
1 DEN99-2091 isolaatti 1999 DEN enterovirus A71 11,03 
2 NOR99-623 isolaatti 1999 NOR enterovirus A71 10,41 
3 ICE99-2268 isolaatti 1999 ICE enterovirus A71 12,13 
4 LVA02-755 isolaatti 2002 LVA enterovirus A71 12,15 
5 1048 isolaatti 2003 ICE enterovirus A71 11,83 
6 1630 isolaatti 2005 CRO enterovirus A71 12,58 
7 2145 isolaatti 2007 ICE enterovirus A71 11,53 
8 3893 isolaatti 2010 LVA enterovirus A71 11,21 
9 4086 isolaatti 2011 ICE enterovirus A71 13,47 
10 2015-1149 isolaatti 2015 ICE enterovirus A71 12,37 
 
  
30 
  
Kuvassa 13 on esitettynä enterovirus A71 -isolaattien evoluutiopuu eli fylogeneettinen 
puu, jossa ovat mukana kaikki validoinnissa käytetyt suomalaiset potilasnäytteet, sekä 
kolme ulkomaista potilasnäytettä. Suomalaiset potilasnäytteet ovat kuvassa sinisellä ym-
pyrällä ja ulkomaiset vihreällä ympyrällä merkattuina.  Kuvasta havaitaan, että suoma-
laiset potilasnäytteet kuuluvat yhtä C1 -genotyyppiä lukuun ottamatta genotyyppiin C2 ja 
ne edustavat laajasti kyseistä genotyyppiä jakautumalla eri haaroihin. Ulkomaiset poti-
lasnäytteet ovat myöskin genotyyppiä C2, mutta edustavat eri linjoja. Tästä voidaan pää-
tellä, että validoitu reaaliaikainen RT-PCR tunnistaa hyvin nämä erilaiset kannat, jotka 
kiertävät tällä hetkellä ja ovat kiertäneet aiemmin. 
 
Kuva 13. Enterovirus A71 -isolaattien fylogeneettinen puu. 
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6.2.1 Spesifisyys ja herkkyys 
Spesifisyyden laskemiseen käytettiin kaavaa 2, jossa negatiiviset potilasnäytteet on 
saatu RT-PCR-ajoista ja kaikki negatiiviset potilasnäytteet puolestaan ovat olleet tie-
dossa ennen validointia [22; 23]. 
𝑆𝑝𝑒𝑠𝑖𝑓𝑖𝑠𝑦𝑦𝑠 = 	 <=>?@AABAC=@	DE@AF?C<äH@@==@I?AIIA	<=>?@AABAC=@		DE@AF?C<äH@@==@    (2) 
Herkkyys puolestaan laskettiin kaavan 3 avulla, jossa positiiviset potilasnäytteet on saatu 
RT-PCR-ajoista ja kaikki positiiviset potilasnäytteet puolestaan ovat olleet tiedossa jo 
ennen validoinnin suorittamista [22; 23]. 
𝐻𝑒𝑟𝑘𝑘𝑦𝑦𝑠 = 	 DECA@AABAC=@	DE@AF?C<äH@@==@I?AIIA	DECA@AABAC=@	DE@AF?C<äH@@==@    (3) 
Taulukkoon 14 on koottu menetelmässä käytettyjen enterovirus A71:n suhteen positiivi-
set ja negatiiviset potilasnäytteiden lukumäärät ja niitä vastaavat menetelmällä tunnis-
tetut lukumäärät.   
Taulukko 14. Menetelmän spesifisyys ja herkkyys. 
  
Positiivinen  
todellisuudessa 
Negatiivinen  
todellisuudessa 
Yhteensä  
tunnistettu 
Positiiviseksi  
tunnistettu 9 0 9 
Negatiiviseksi  
tunnistettu 1 20 21 
Yhteensä  
todellisuudessa 10 20  30 
 
Spesifisyys: 20/20 = 1 = 100 % 
Herkkyys: 9/10 = 0,9 = 90 % 
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6.2.2 Suhteellinen oikeellisuus 
Suhteellinen oikeellisuus ilmoitetaan menetelmästä saatujen virhepositiivisten ja virhe-
negatiivisten osuuksilla prosentteina. Validoitu menetelmä ei tulkinnut yhtään 20 nega-
tiivisesta näytteestä positiiviseksi, joten vääriä positiivisia ei tullut. Menetelmä tulkitsi 
kymmenen positiivisen näytteen joukosta yhden negatiiviseksi, joten menetelmä antoi 
vääriä negatiivisia tuloksia.  Positiivinen ja negatiivinen ennustearvo saadaan virheposi-
tiivisten ja -negatiivisten avulla. 
• Virhepositiivisuus = 0/9 = 0 % 
• Virhenegatiivisuus = 1/21 = 0,047 = 5 % 
• Positiivinen ennustearvo = 100 % 
• Negatiivinen ennustearvo = 95 % 
 
Työn tulokset osoittavat, että reaaliaikainen RT-PCR-menetelmä sopii enterovirus A71:n 
osoittamiseen suoraan potilasnäytteestä. Positiiviseksi kontrollivirukseksi valittiin C2 -
genotyyppi (EV-A71 FIN/2007/2268 Kajaani, jätevesi-isolaatti, Vero R1451) ja laimen-
nokseksi 10-3. 
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7 Pohdinta 
Validointi suunnitellaan yrityksessä aina tapauskohtaisesti ja tavoitteena on menetelmän 
riittävä toimivuus, mikä arvioidaan kunkin validoinnin yhteydessä. Tulosten perusteella 
voidaan todeta, että menetelmä sopii enterovirus A71:n osoittamiseen suoraan potilas-
näytteestä erittäin hyvin. Validointi osoitti, että menetelmä toimii täsmällisesti ja sen tois-
tettavuus ja uusittavuus ovat todella hyviä. Menetelmä on spesifinen juuri enterovirus 
A71:lle, ja menetelmä reagoi herkästi muutoksiin pitoisuuksissa. Suhteellinen oikeelli-
suus osoittaa, että menetelmällä saatuihin tuloksiin voidaan luottaa. Validoitua menetel-
mää verrattiin Zhangin ym. julkaisuun, josta menetelmä on otettu validoitavaksi, ja to-
teamisraja oli täysin samaa suuruusluokkaa, kuin julkaisussa. Validoitu menetelmä on 
hyväksytty näiden tietojen perusteella potilasnäytteiden tutkimiseen.  
Herkkyyttä tarkastellessa nähdään, että menetelmä ei tunnistanut yhtä positiivista näy-
tettä positiiviseksi. Kyseisen näytteen käyrä kuitenkin nousi reaaliaikaisen RT-PCR-ajon 
aikana, mutta ei noussut asetetun kynnysarvon yläpuolelle. Näytteessä oli siis oletetta-
vasti erittäin pieni pitoisuus viruksen RNA:ta. Toinen mahdollisuus on, että jonkin oli-
gonukleotidin tarttumiskohdassa viruksen genomissa on tapahtunut mutaatio, joka hei-
kentää sitoutumista. Kuitenkin todennäköisin selitys on näytteen liian pieni viruspitoisuus 
ja tästä johtuva heikko monistuminen. Tällaiset näytteet voidaan varmistaa virusviljelyllä 
ja viljelyn jälkeen virus voidaan tunnistaa joko reaaliaikaisella RT-PCR-menetelmällä tai 
sekvensoimalla. 
Tulevaisuudessa on huolehdittava, että menetelmä toimii edelleen luotettavasti. Jokai-
sesta tehdystä reaaliaikaisesta RT-PCR-ajosta kirjataan ylös positiivisen kontrolliviruk-
sen Ct-arvot ja seurataan niiden pysymistä sallitun vaihteluvälin sisällä. Positiivisen kont-
rolliviruksen Ct-arvo saattaa nousta hiljalleen, mihin syynä voi olla useista sulatusker-
roista johtuva RNA:n pilkkoutuminen. Tällaisessa tilanteessa on hyvä valmistaa alkupe-
räisestä viruksesta uusi positiivinen kontrolli. 
Myös muut mahdolliset virhelähteet on otettava huomioon. Tällaisia saattavat olla esi-
merkiksi kontaminaatio, jossa positiivista näytettä tai kontrollia siirtyy negatiiviseen näyt-
teeseen, tai virheellinen negatiivinen tulos johtuen PCR-näytelevyn kuoppiin jääneistä 
ilmakuplista [25]. On myös hyvä pitää mielessä, että potilailla esiintyvä virus saattaa 
muuntua ajan kuluessa, minkä vuoksi validoidun menetelmän alukkeet eivät välttämättä 
enää tunnista virusta.  
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Sekvenssivertailu 
THL:ssä suoritettu sekvenssivertailu 40 sekvenssille. Sekvenssivertailun avulla selvitet-
tiin enterovirus A71:lle sopivat oligonukleotidit reaaliaikaista RT-PCR-menetelmää var-
ten.  
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Positiiviset kontrolliviruslaimennokset 
Positiivisille kontrolliviruslaimennoksille tehdyt reaaliaikaiset RT-PCR-ajot 2-5. Ajot 2–4 
suoritettiin 19.10.2016 ja ajo 5 suoritettiin 26.10.2016 Laimennokset 10-1 – 10-9 vastaavat 
laimennoksia 10-2–10-10. Kynnysarvo (treshold) säädettiin 10 %:a valitun positiivisen 
kontrolliviruslaimennoksen korkeimmasta fluoresenssi –arvosta.  
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Potilasnäytteet 
Potilasnäytteille tehdyt reaaliaikaiset RT-PCR-ajot 1–2. Kyseiset ajot suoritettiin 
1.11.2016 (näytteet 1–11) ja 9.11.2016 (näytteet 12–30). 
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